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β-lactamase産 生 菌 に お け るClavulanic acidの β-lactamase inhibitorの 効 果

― ClavulanieacidとAmoxicillinお よびAmpieillinと の 併 用 に よる抗 菌 作 用 の増 強 ―

五島瑳智子 ・小川 正俊 ・金子 康子

宮崎 修一 ・辻 明 良 ・桑原 章吾

東邦大学医学部微生物学教室

Clavulanic acidの β-lactamase inhibitor作 用 をAmoxicillin,Ampicillinと の併 用 に よ り検

討 した 。

Clavulanic acidの 抗 菌 力 は 弱 く,単 独 では 抗 菌 剤 と して 使用 す る こ とは で きな い が,Amoxicillin,

Ampicillinと の 併 用 に よっ て抗 菌 力の 相 乗 的 増 強 が み られ,菌 の 産 生 す る β-lactamase阻 害 作 用

が 確 認 され た。

in vitro抗 菌 力 に お い てAmoxicillin耐 性E.coli,K.pneumoniae,P.vulgarisに 対 す る

AmoxicillinとClavulanic acidの 併 用 効 果 は 各 菌種 と も著 し く,P.mirabilis,P.morganii,P.

rettgeri,P.inconstansに 対 して も併 用 効 果 が み られ た。

Clavulanicacidは β-lactamaseのRICHMOND typeIaに 弱 く,II～Vに 強 い阻 害 作 用 が み ら

れ た 。

マ ウ ス実 験 感 染 ではAmoxicil1in,Clavulanic acid,Cephalexinそ れ ぞ れ 単 剤 では 無 効 なE.

coli,K.pneumoniaeの 感染 にお い て,AmexicillinとClavulanic acidの 併 用 に よ り治療 効 果 が

認 め られ た 。

Clavulanic acidはz-(2R,5R)-3-(β-hydroxy

ethylidene)-7-oxo-4-oxa-1-azabicycle-[3,2,0〕hepta-

ne-2-carboxylic acidで 構造 式 はFig.1に 示 す よ うにベ

ニシ リンの 母核 に類 似 して い る。

本 剤 は β-lactamase inhibitorと して の 作 用 を有 して

い る が,抗 菌 力 が弱 い ため,単 独 では 抗 菌 剤 と して 使 用

す る こ とは で きな い1)。 しか し β-lactamase産 生菌 に対

して,β-lactam剤 との併 用 に よ り,菌 の 産 生す る β-

lactamaseの 作 用 を 阻害 し,特 に β-lactamaseに 水 解

され 易 い β-lactam剤 の 抗 菌力 を増 強 させ る こ とが で き

る2,3)。

本 報 で は,AmoxicillinとClavulanic acidを2:1

お よびAmpicillinとClavulanic acid 1:1の 比 率 で

併 用 した 場合 のin vitro,in vivo抗 菌 力 を検 討 した実

験 成 績 か らClavulanic acidの 有 用 性 に つ い て報 告 す

る。

I.　 実験材料および実験方法

1.　 使用菌株

教室保存株および臨床材料から分離されたグラム陰性

菌の多数株を用いた。

2.　 薬剤

Amoxicillin- Na (AMPC) 842μg/ mg

(ビーチャム薬品)

Clavulanic acid (CVA) 784μg/ mg

(ビ ー チ ャ ム薬品)

Ampicillin (ABPC) 903μg/ mg

(台 糖 フ ァイ ザ ー)

Cephalexin (CEX) 900μg/ mg

(万 有 製 薬)

3.　 感 受 性 測 定 法4)

日本 化 学 療 法 学 会 標 準 法 に 準 じて 行 な っ た。 測 定 用培

地 はMuller hinten agar(Difco)を 用 い た 。

AmexicillinとClavulanic acidの 併用 の比 率 は2:1

Ampicitlinとqavulanic acidの 併 用 は1:1と した。

4.　 殺 菌 作 用

K.pneumoniae 3 K 25を 用 い,Muller hinton breth

に培 養 し,菌 量 が106 cells/mlに な っ た とき に,各 々の

Fig. 1 Chemical structure of

clavulanic acid

C8H9NO5 (m. w. 199. 15)
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抗 菌 剤 の1/2MIC,1 MIC,2 MIC量 を 添加 し,37℃ に

て振 盪 培 養 を行 な った 。

薬 剤 添 加後1,2,4,6,9,24時 間 毎 に 生 菌 数 を 測

定 した 。

5.　 不 活 化酵 素 に 対 す る安 定 性 の測 定

1)酵 素液 の調 製

E.coli ML 1410 RGN 823株 を普 通 ブ イ ヨ ン(NB,

栄 研)250mlに て,37℃ 一 夜 振盪 培 養 し,遠 心,集 菌

後,少 量 のNBに 浮 遊 し た の ち,超 音 波 に て菌 体 を 破

壊 した。 さ らに 破 壊液 を遠 心,無 菌 炉 過 し,〓 液 をfinal

250mlに な る よ うにNBで 希 釈 し,被 検酵 素 液 と した 。

酵 素 原液 をNBに て100倍 に 希 釈 し,酵 素 液 と して

実験 に使 用 した。

2)酵 素活 性 の 測 定(Bioassay法)

上 記 酵 素液 にClavulanic acid,Amoxicillinを2:1

の 割合 でtotal 50 μg/mlに な る よ うに 加 え,(Clavula-

nic acid 16.6μg/ml,Amoxicillin 33.3μg/ml)37℃

で0.5,1,2,4時 間incubateし た 後,100℃1分 の

熱 処 理 にて 酵 素 を不 活 化 した 。

対 照 と して,Clavulanic acid,Amoxieillin,Cepha-

lexinを そ れ ぞ れ 単剤 で使 用 した 。

作 用 液 の薬 剤 残 存 力 価 を それ ぞれ の薬 剤 の 検 定 菌 を 使

用 した 薄層 デ ィス ク法 に よ り測 定 した。

また 検 量 線 も上 記 と同 様 の方 法 で作 成 した。

6.　 マ ウス実 験 感 染 に お け る治療 効果

マ ウ スはICR系,雄,体 重19±1g,4週 令 を 用 い,

E.coli ML 1410 RGN 823株,K.pneumoniae 3 K 25

株 を感 染 菌 と し,腹 腔 内に 感 染 させ,1時 間 後 に 皮 下 投

与,経 口投 与 に て 治療 を 行 な った。

観 察 は 感 染 後5日 間 行 な い,マ ウスの 生 残 率 か らED50

を算 出 した 。

ED50はVAN DER WAERDEN methodを こよ り求 め た 。

7.　 マ ウス血 清 中濃 度

実 験 感 染 に 用 い た 同条 件 の マ ウス を使 用 した 。

薬 剤 はAmexicillin,Clavuianic acid,Cephalexin

を 用 い,1mg/mouse,0.5mg/mouseを 皮 下投 与 し た

の ち,5分,15分,30分,1時 間,2時 間 後 に マ ウス

9匹 か ら採 血 した 血液 を プ ー レし,そ れ ぞれ の時 点 で の

Table 1 Combinated effect of amoxicillin and clavulanic acid in antibacterial activity

Inoculum size 108 cells/ ml
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血 清 中濃 度 を 測 定 した。

測 定法 はAmoxicillinはMicrococcus tuteus ATCC

9341株,Clavulanic acidはK,pneumoniae ATCC

29665株,CephalexinはBaciltus subtilis ATCC

6633株 を検 定 菌 とす る 薄層 デ ィ ス ク法 を 用 い た。 な お

検 量線 は マ ウ ス血 清 で希 釈 した 薬 剤 に て,上 配 と同 様 の

方 法 で作 成 した 。

II.　 実 験 成 績

1.　 Amoxicillin,Clavulanic acid 2:1併 用 に お け

る抗 菌 力 の 変 動

1)標 準 菌 株 のMIC(Table 1,2)

教室 保 存 の 各 菌種 につ い て,Amoxicillin,Clavulanic

acid単 剤 お よびAmoxicminとClavulanic acid 2:1

併用 時 のMICをCephalexinと 比 較 しTable 1,2に

示 した。

Clavulanic acid単 剤 の抗 菌 力は 弱 い が,Amoxicillin

との併 用 に よ り,Amoxicillin耐 性 のK.pneumoniae,

K.oxytocaに 対 し,各 々の 単 剤 よ り も強 い抗 菌 力 が 認

め られ た 。

Proteusの 中 で は,P.vulgarisにAmoxicillinと

Clavulanic acidの 併 用 効 果 が み られ た 。

2)各 種 の β-laetamase産 生菌 株 に 対 す るMIC

(Table 3)

各種 菌 株 の β-lactamaseの 種 類 をRICHMOND type

で示 し,そ の菌 株 に 対 す るClavulanic acidの 作用 を

MICに よる 抗菌 力 を もって 比 較 した 成 績 をTable 3に

示 した。

AmoxicillinとClavulanic acid 2:1の 併 用 に よ り

RICHMOND type II～Vの β-lactamaseを 産 生す る菌 株

に 対 す るMICが 小 さ くな り抗 菌 力 の 増 強 が み られ た。

しか し,MICで 比 較 す る場 合P.vulgaris 9株 で は

抗 菌 力 の 増 強 が 認 め られ て い る が,同 じ β-lactamase

のtype Vを 産 生 す るP.aeruginesa 47株 で はMIC

は 変 らな い 。 これ は,こ の 菌 株 の 耐 性 機 構 が β-lacta-

maseに よ らな い た め と考 え られ る。

2臨 床 分 離 株 の 感 受 性 分 布(Fig.2,3)

1)AmoxicillinとClavulanic acid(2:1)の 併用

臨床 材 料 か ら分 離 したE.coli 17株,K.pneumoniae

22株,P.mirabilis 20株,P.vulgaris 17株,P.

morganii 20株,P.rettgeri 20株,P.inconstans 19

Table 2 Combinated effect of amoxicillin and clavulanic acid in antibacterial activity

Incoulum aize 108 cells/ ml
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Table 3 Effects of in vitro antibacterial activity against various ƒÀ- lactamase producing strains

of clavulanic acid

Inoculum size 106 cells/ ml

株 の感 受性 分 布 を 調 べ,Amoxicillin,Clavulanic acid

の単 剤 お よびAmoxicillinとClavulanic acid 2:1の

併用 時 のMICを 比 較 した成 績 をFig.2に 示 した。

併 用 時 のMICはAmoxicillinを2,Clavulanic acid

を1と したそ れ ぞ れ の濃 度 で 表 示 した。

E.coli,K.pneumoniaeに 対 して,Amoxicillinと

Clavulanic acidの 併 用 に よ り抗 菌 力 に 強 い 相 乗 効果 が

み られ た。

Proteus群 で は,P.vulgarisに 対 す るAmoxicitlin

とClavulanicacidの 併 用 効 果 が もっ と も強 く,Amo-

xicillin,Clavulanic acid単 剤 で のMICよ り著 し く小

さい 値 が得 られ た。

P.mirabilis,P.morganiiで はAmoxicillinとCla-

vulanic acidの 併 用効 果 は ほ とん ど認 め られ ず,P.ret-

tgeri,P.inconstansで は 僅か な株 に 抗 菌 力 の増 強 が認

め られ た の み で あ っ た。

2)AmpicillinとClavulanic acid(1:1)の 併 用

同様 の 実験 をAmpicillin,Clavulanic acidお よび

AmpicillinとClavulanic acid(1:1)の 併 用 で行 な っ

た成 績 をFig.3に 示 した。

この 組 み合 せ で は,E.coli,K.pneumoniae,P.vulg-

arisに 対 す る抗 菌 力 に 強 い 併 用 効果 が み られ た 。

P.mirabilisに 対 しては や や 弱 い が 併 用 に よ る相 乗 効

果 が 認 め られ,P.morganii,P.rettgeri,P.inconstans

に は相 乗効 果 は 認 め られ なか った 。

3.　 殺 菌 作 用 に お け るAmoxicillin,Clavulanic acid

の併 用 効 果(Fig.4)

Fig.4はK.pnmmonfae 3 K 25株 に 対 す るAmo-

xicillin,Clavulanic acidお よびAmoxicillinとCla-

vulanic acidの 併 用 に よる殺 菌 作 用 をCephalexinも 加

え て比 較 した成 績 で あ る。

AmoxicillinとClavuEanic acid(2:1)併 用 時 に お

け る合剤 と して のMICは6.25μg/mlでCephalexin

と同程 度 のMICで あ る。

これ はClavulanic acid単 剤 で のMIC50μg/mlの

1/8,Amoxicillin単 剤 で のMIC400μg/mlの1/64に

相 当 し,明 らか な 相 乗効 果 が 認 め られ た。

AmoxicillinとClavulanic acid併 用 時 に お い て6.25

μg/ml(MIC)添 加 に よ り,24時 間 ま で 増 殖 抑 制 が 著

明 に 認 め られ るの に 比 べ,qavulanic acid50μg/ml

(MIC)作 用 に よ り9時 間 後,Amoxicillin 400μg/ml

(MIC),Cephalexin6.25μg/ml(MIC)で は6時 間 後

に再 増 殖 が 認 め られ た。

4.　 大 腸 菌 の 不 活化 酵 素 に対 す る阻害 効果
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Fig. 4 Bacterial activities of various antibiotics against

Klebsiella Pneumoniai

Test strain: Klebriella pneumoniae 3 K- 25

Amoxicillin+ Clavulanic acid

Amoxicillin

Cephalexin

Clavulanic acid

E.coli ML 1410 RGN 823株 よ り得 られ た 不 活 化酵

素 阻 害 作 用 を単 剤 のAmoxicillin,Clavulanic acidお

よび そ の2:1の 併 用 に お い て 比較 した成 績 をFig.5に

示 し,同 時 に 行 な ったCephalexinの 成 績 も加 え た。

Amoxicillin単 剤 で は37℃,30分 のincubationで

完 全 に 不 活 化 され る が,Amoxicillin,Clavulanic acid

(2:1)併 用 に よ り,4時 間 後 ま で力 価 の 減 少 が認 め ら

れ ず,安 定 で あ った 。

Clavulanic acidは 単剤 お よびAmoxicillinと の 併 用

時 に お い て も力価 の減 少 は 僅 か に み られ る のみ であ っ

た 。

Cephalexinは 作 用 時 間 が 長 く な る に したが い 力 価 が

減 少 した。

5.　 マ ウ ス実 験 感 染 に お け る治 療 効 果

1)E.coli感 染(Table 4)

β-lactamaseを 産 生す るE.coli ML 1410 RGN 823

株 を 感 染 菌 と した マ ウ ス実 験 感 染 に お い て各 種薬 剤 の皮

下 投 与 に よる 治療 効 果 をED50で 表 わ しTable 4に 示

した。

Amoxicillin,Clavulanic acid,Cephalexinそ れ ぞれ

のED50値 は40mg/mouse以 上 を 示 し,治 療 効果 は認

め られ な いが,AmexicillinとClavulanic acidを 併用

す る と3.15mg/mouseのED50と な り,明 らか な 治療

効 果 が 認 め られ た。

2)K.pneumoniae感 染(Table 5)

K.pneumoniae 3K 25株 を 感染 菌 と した 時 の 経 口投

与 に よる成 績 をTable 5に 示 した。

K.pneumoniae 3K 25株 で は,Amoxicillin ,Cla-
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Fig. 5 Inhibition of E. coli R- lactamase
by clavulanic acid

E.coll ML1410 RGN823

Fig. 6 Serum levels of amoxicillin and clavulanic

acid after administration to mouse by S. C.

AmoxIcIllin Clavulanic acid

Table 4 Protecting effect of clavulanic acid and amoxicillin against experimental mice infection

test strain E. coli ML 1410 RGN 823 (ƒÀ- lactamase RICHMOND type III)

MLD: 6•~107 (+)

(+): 5% mucin added

*: VAN DER WAERDEN method

Mouse: ICR, 4 W,•‰, 19•}1 g 6 animals/ group

Table 5 Protecting effect of clavulanic acid and amoxicillin against experimental mice infection,

test strain: K. pneumoniae 3 K 25

MLD: 1•~106 (+)

(+): 5% mucin added

*: VAN DER WAERDEN method

Mouse: ICR, 4 W, •‰, 19•}1 g 6 animals/ group
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vulanic acid,CephalexinのED50値 は20mg/mouse

以 上 を 示 す の に比 べ,AmoxicillinとClavulanic acid

の 併 用 時 に は15.84mg/mouseのED50で 治療 効 果 が

認 め られ,in vitro MICに おけ る と同 様,相 乗効 果 が

認 め られ た。

6.　 マ ウス血 清 中 濃 度(Fig.6)

Amexicillin,Clavulanic acidを2:1の 割 合 で 併用

して い るが,そ れ が マ ウス血 中 で どの よ うな濃 度 に な る

か 調 ベ る ため,そ れ ぞ れ1mg/mouse,0.5mg/mouse

を皮 下 投 与 し,経 時的 に マ ウス血 清 中 濃 度 を 測定 した。

Amoxicillinは15分 後 が ピー クで,1mg/mouse投

与 の場 合55μg/mlの 値 を 示 し,Clavulanic acidで は

ピー クが 早 く5分 後 に46μg/mlを 示 した。

両 剤 の2:1の 比 は,in vitroと ほ ぼ 同 程 度 に,in

vivoで もほ ぼ2:1の 比 で 推 移 す る と考 え られ た 。

III.　 考 察 と 結 論

本 実 験 はClavulanic acidの β-lactamase inhibitor

と して の 作 用 をAmoxicillin,Ampicillinと の 併 用 に よ

り実 証 す る こ とを 目的 と した 。

そ の結 果,in vitroで は,Amoxicillin,Ampicillin,

お よびClavulanic acid共 存 時 に 明 らか な相 乗 的 抗 菌 力

増 強 が認 め られ た が,そ の 程 度 は菌 種 に よ り異 な った 。

こ の こ とは,β-lactamaseの 種 類 に よ ってinhibitorの

作 用 に差 の あ る成 績 か ら も表 づ け られ た。

ま たAmoxicillinとClavulanic acidの 併 用 効 果 は

殺 菌 作 用 に お い て も認 め られ,Ctavulanic acid単 剤 よ

りも,長 時 間 増 殖 が 抑制 され,明 らか に 殺 菌 効 果 の 増 強

が 示 され た。

この こ とは菌 の産 生す る不 活 化 酵 素 に 対 し,単 剤 で は

失 活 す るが,Clavulanic acidと の 併 用 に よ り,Amoxi-

cillinが 安 定 とな る成 績 と も相 関 して い る。

マ ウス実 験 感 染 で の成 績 はin vitroのMICの 成 績

とほ ぼ相 関 し,β-laetamase RICHMOND typeIIIのE.

coli ML 1410 RGN 823に ごはAmoxicillin,Clavulanie

acid,Cephalexinそ れ ぞれ の単 剤 では 無 効 で あ った が,

AmoxicillinとClavulanic acidの 併 用 に よ り,優 れ た

治療 効 果 が み られ,β-lactamaseに 対 す る安 定 性 と相関

して い た。

Clavulanic acid,Amexicillinの マ ウ ス血 清 中 濃 度は,

ほ ぼ 同 じ レペ ル で1:2の 比 が 血 清 中 で も維 持 され,こ

の ことがin vitroとin vivoの 相 関 した 成 績 を もた ら

した と考 え られ る。

AmoxicillinとClavutanic acidの 併 用 は,す べて の

菌 種 に同 等 で は な い が,β-laetamaseの 種 類 に よって は

著 しい 阻 止 作 用 が 認 め られ,該 当す る菌 に 対 して は,臨

床 的 に も有 用 性 が 期 待 で き る と考 え られ た。
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INHIBITION EFFECT OF CLAVULANIC ACID AGAINST

β- LACTAMASE PRODUCING STRAINS

― Increase in antibacterial activity of amoxicillin and ampicillin with clavulanic acid•\

SACHIKO GOTO, MASATOSHI OGAWA, YASUKO KANEKO,

SHUICHI MIYAZAKI, AKIYOSHI TSUJI and SHOGO KUWABARA

Department of Microbiology, Toho University, School of Medicine

The inhibitory effect of clavulanic acid was investigated with amoxicillin against ƒÀ- lactamase

produced by ampicillin/ amoxicillin resistant strains. The antibacterial activity of clavulanic acid was

weak, but a potentiating effect was observed against resistant strains producing ƒÀ- lactamase when

combined with amoxicillin or ampicillin. Strong in vitro antibacterial activity of amoxicillin conco-

mitant with clavulanic acid was shown against amoxicillin resistant strains of E. coli, K. pneumoniae

and P. vulgaris, and the activity expected of the components was observed against resistant strains

of P. mirabilis, P. morganii, P. rettgeri and P. inconstans.

The ƒÀ- lactamase inhibitory effect of clavulanic acid was observed against type II, III, IV and V

enzymes as classified by RICHMOND, but not against type Ia.

In vivo the formulation of clavulanic acid and amoxicillin was effective in the treatment of experi-

mental intraperitoneal infections produced with resistant strains of E. coli and K. pneumoniae that did

not respond to amoxicillin, clavulanic acid and cephalexin alone.


